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@ Procede* rapide de detection et/ou d'identlflcation d*une seule base sur une sequence d'acide 
nucleique, et ses applications. 
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© Ce procdde est caractdrise en ce que : 

(1) on hybrids la sequence sur laquelle se trouve 
la base a Identifier avec un nucleotide de lon- 
gueur suffisante ; 

(2) on debute la synthase du brin complernentaire 
de Phybride obtenu en (1), - ledit nucleotide ser- 
vant cfamorce en presence : 

- d'ime polymerase sans action exonucfease 3V 

et 

- d'au moins une base nucleotidique modified ; 

(3) on detecte la base nucleotidique bJoquante 
incorporee par tout moyen approprie\ 

Application : diagnostic des maladies gen£ti- 
ques. 
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PROCEDE RAP IDE DE DETECTION ET/OU D 'IDENTIFICATION D'UNE SEULE BASE SUR UNE SEQUENCE 

D'ACIDE NUCLEIQUE, ET SES APPLICATIONS. 



La presents Invention est relative a un process* 
de detection et/ou d'iderrtrfication d'une seule base 
sur une sequence d'acide nucieique, ainsi qu'a ses 
applications, notamment dans le diagnostic des 
maladies antiques et dans le contr6le d'une hy- 5 
bridation. 

L'hybridation d'acide nucieique a ete" utilise 
pour etudier I'identite et etablir la presence d'aci- 
des nucieiques. L'hybridation est basSe sur I'appa- 
riement de bases compiementaires. Lorsque des 10 
acides nucieiques simple brin compiementaires 
sont incubds ensemble, lesdits acides nucieiques 
simple brin s'apparient pour former une molecule 
hybrfde double brin. La capacity de PADN simple 
brin ou de TARN a former une structure avec une is 
sequence d'acide nucieique compiementaire est 
utilisee comme methode d'analyse et de diagnos- 
tic. La disponibilite de nucleosides triphosphates 
radioactifs ayant une activity sp^cifique importante 
et le marquage de I'ADN au en presence 20 
d'enzymes a fonction polymerase, par exemple la 
T4 kinase, a permis d'identifier, d'isoler et de ca- 
racte riser de nombreuses sequences d'arides nu- 
cieiques dTnt^rit biologique. 

L'hybridation repr§serrte un critere important 25 
dans la detection de la presence de sequence 
d'acide nucleique particulieres comme par exemple 

• 

- dans ies maladies g§n6tiques humaines ou ani- 
males ou une modification he*re*drtaire du patrimoi- so 
ne ge*ne*tique a des consequences morbides (par 
insertion, deletion ou mutation ponctuelle cPune se- 
quence particuliere) ; 

- dans Ies maladies canceYeuses, oD des rearran- 
gements de I'ADN genomique sont observes ; 35 

- au cours des infections ou I'on decile la presen- 
ce de genomes etrangers tels que celui des mi- 
croorganismes {bacterles, champignons et virus 
par exemple) ; 

- pour Identification des indMdus en general : 40 
. en mededrte legale (patemite, filiation par exem- 
pt). 

. dans le domaine agroaflmentaire (plantes, contrd- 
!e sanitaire par exemple). 

Cependant. l'hybridation comme outil de dia- 4S 
gnostic peut §tre fimltee par la difficult^ de sa mise 
en oeuvre (techniques lourdes) ou par {'absence de 
spechldte de rhybridation (protocole operatoire). 

En effet, retude chimique de l'hybridation a 
mis en evidence Hnfiuence de la concentration de 50 
chacun des brins d'acldes nucieiques impfiques, 
de teurs longueurs, de fours compositions en ba- 
ses, de Ka temperature, du pH, de la force ionique, 
de la viscosfte du mifieu. 



La temperature notamment est critique et doit 
rester interieure a la temperature de fusion (Tm : 
temperature a laquelle 50 % des sequences sont 
sous forme double brin). En solution, la temperatu- 
re optimaJe d'hybridation est 25* C en dessous de 
la Tm pour une sonde de 150 nucleotides et I6ge- 
rement plus basse pour Ies sondes plus courtes. 

Ainsi lorsque Ton veut detecter un mutation 
portant sur une seule base, on peut generaiement 
utiliser, selon Ies cas, deux types de sondes : des 
sondes cPacide nucieique dHes tongues, superieu- 
res a 150 nucleotides en general, ou des sondes 
d'acide nucleique dites courtes entre 17 et 24 
nucleotides en general. SI la mutation intervient 
dans un site reconnu specifiquement par une enzy- 
me dte de restriction, on peut utiliser la technique 
de Southern : celled comporte Ies e tapes d'isole- 
ment de I'ADN, de digestion par I'enzyme de res- 
triction, tfeiectrophorese sur gel, de transfert sur 
une membrane et d'hybridation a I'aide d'une son- 
de tongue interessant la region de la mutation ; 
apres lavage et autoradiographie, Panalyse des tall- 
ies des fragments obtenus permet d'infirmer ou 
confirmer la presence de la mutation. Le procede 
tres tourd necessite que la mutation interesse un 
site de restriction. SI ce n'est pas le cas, on peut 
syrtthetiser une sonde courte oligonucieotidique de 
17 a 24 nucleotides dont le centre coincide avec la 
mutation que Ton veut detecter. En choisissant des 
conditions appropriees d'hybridation et de ringage 
(specinque de chaque systems), on ne peut obtenir 
une hybridation a i'aide de ('oligonucleotide mar- 
quee qu'en cas d'homologle parfaite (une seuie 
difference nudeotidlque, notamment a Pendroit de 
la mutation, entrafoe la destabilisation de l'hybrida- 
tion). 

Cependant, ces differentes methodes presen- 
ted un certain nombre d'lnconvenients: 

- conditions de temperature drfficiles a maftriser, 
pour obtenir une hybridation appropriee ; 

- eventueflement presence obiigatoire d'un site de 
restriction; 

- immobilisation de Pacide nucieique sur membra- 
ne (Southern blot). 

Le Brevet Amerlcain AMERSHAM n* 4 656 
127, a permis de palfier certains de ces inconve- 
nients, notamment en ce qull permet de detecter 
une mutation presente a un endrort ne presentant 
pas de sfte de cBvage par une enzyme de restric- 
tion. 

Ce Brevet Amerlcain n" 4 656 127, decrit une 
methode de detection de la mutation d'une base 
nudeotique speafique dans un fragment d'acide 
nucieique (ADN ou ARN) able par : 
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(a) hybridation d'une sonde avec la sequence 
cible pour former un hybrlde d'acide nucteique, 
dans lequel une extremite de la sonde est hybri- 
dee de mani&re adjacente a la base nucl6otidi- 

que specifique ; & 

(b) melange de I'hybride avec un derive nucieo- 
tidique dans des conditions approprie* es & I'eion- 
gation de la sonde* de manure a permettre la 
jonction derive nucieotidique - extremity de la 
sonde, seulement si la base specifique dans la w 
sequence cible est (ou n'est pas) la mutation a 
detecter, une sonde associee audit derive nu- 
cieotidique etant r^sistante a une digestion dans 

des conditions particuli&res ; 

(c) digestion de I'hybride par une exonuciease ts 
dans des conditions telles que ie fragment dou- 
ble brin est progressivement 6\g6r6 a partir de 
I'extremite de la sonde a moins que tadite extra- • 
mite ait ete mise en jonction avec ledit derive 
nucieotidique ; 20 

(d) Elimination des portions de la sonde qui ne 
sont plus hybrittees a la chathe d'acide nuctei- 
que ; 

(e) et detection d'une mutation de la base nu- 
cieotidique specifique dans la sequence cible 25 
par detection de la presence ou de ('absence de 

la sonde apres digestion. 
Ce precede implique en particuiier en plus de 
la sonde, I'utilisation cPun derive nucieotidique 
ayant des proprietes particuli&res et comporte de 30 
ce fait encore de nombreuses Stapes. De plus, il 
nScessite, pour sa realisation, une immobilisation 
de Pacide nucteique sur une membrane et egale- 
ment un marquage (de la sonde ou du derive 
nucieotidique). ss 

La pnSsente invention s'est en consequence, 
donn§ pour but de pourvoir I un precede d'identrfi- 
cation d'une base nucieotidique specifique. aise et 
rapide a mettre en oeuvre, qui nSpond mieux aux 
n4cessites de la pratique que les precedes de TArt <o 
anterieur, notamment en ce que le precede cortfor- 
me a rinvention ne necesslte pas un protocole 
operatoire comptexe, c'est-a-dire ne n^cessite ni 
immobiRsation de PADN, nl marquage de la sonde, 
et s'applique a la detection de sequences d'acide .45 
nucleique particufi&res, notamment dans les mala- 
dies g£n€tiques, les maladies cartel reuses, les in- 
fections, I'identification cflndrVidus humains, ani- 
maux ou vegetaux. 

La pnSsente Invention a pour objet un precede so 
de detection et/ou ^identification d'une base nu- 
cieotidique speatlque prdsente sur une sequence 
d'acide nud^que, caracterise en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur laquelle se trou- 
ve la base a identifier avec un nucleotide de 55 
longueur suffisante pour permettre une hybrida- 
tion correcte, quelle que sort la temperature de 
reaction, ledit nucleotide s'hybrtdant avec la se- 



quence cible, de maniere a ce que son extremi- 
te 3' sort adjacente a la base nucieotidique 
specifique k detector et/ou & identifier ; 

(2) on debute la synthase du brin compiementai- 
re de I'hybrlde obtenu en (1), - ledit nucleotide 
servant d'amorce en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuciease 
35 et 

- d'au moins une base nucieotidique modified, 
de maniere a etre incorporable dans !e produit 
d'extension de I'amorce, ladite incorporation blo- 
quant ('elongation dudit produit d'extenston ; 

(3) on detecte la base nucieotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie. ladite de- 
tection permettant d'identifier la base nucieotidi- 
que specifique compiementaire presente sur la 
sequence cible a analyser 

On entend par nucleotide, au sens de la pre- 
sente invention, aussi bien un oligonucleotide^ 
comprend de 10 & 50 bases qu'un nucleotide pou- 
vant comprendre plus de cent bases. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit proce*de, les bases nucieotidlques bloquantes 
sont des didesoxynucieotides. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avan- 
tageux dudit precede, lesdites bases nucteotidi- 
ques bloquantes sont marquees de manure appro- 
priee notamment par un marqueur choisi dans le 
groupe qui comprend des sub stances radioacti- 
ves, des enzymes, des produits chimiques chromo- 
phores fluoresce nts ou chimioluminescents et des 
anticorps appropries. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, le marqueur est identique ou 
different pour chacune des bases nucieotidlques 
bloquantes. 

Selon une modalite de cette disposition, lors- 
que les quatre bases bloquantes sont marquees £ 
I'aide de marqueurs differents, la detection des 
quatre nucleotides bloquants est avantageusement 
simultanee. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avan- 
tageux dudit precede, lorsque les quatre bases 
bloquantes sont marquees de mani&re Identique ou 
blen lorsqu'elies ne sont pas marquees, la detec- 
tion des quatre nucleotides bloquants est niafisee 
successtvement et/ou separement 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, on detecte, de mani&re appro- 
priee, le pyrophosphate forme tors de la reaction 
de polymerisation. 

En effet la reaction de polymerisation gen&re 
la production (fun pyrophosphate, comme suit : 
matrice - amorce + dNTP — > matrice - (amorce 
+ dNMP) + PP h 

En mesurant le pyrophosphate dans chaque 
tube de reaction, il est possible de determiner pour 
laquelle des bases une reaction de polymerisation 
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s'est produite. 

Selon une autre disposition avantageuse da ce 
mode de mise en oeuvre, on detects chaque base 
nucleotidique marquee. 

En effet chaque tube de reaction contient, en s 
ce cas, une seule base nucleotidique marquee, les 
trois autres ne Petart pas ; la mesure de la base 
marquee (par fluorescence, radioactivity...) permet 
de determiner pour laquelle des bases une reaction 
de polymerisation s'est produite, les bases mar- io 
quees non incorporees etant eiiminees par lavage. 

Le precede conforme a l'invention a notam- 
ment I'avantage de permettre de definir les condi- 
tions op^ratoires, indgpendamment de la base nu- 
cleotidique a identifier et de ne pas ne'eessiter is 
d'immobilisation de Pacide nucleique sur une mem- 
brane. 

La presente invention a egalement pour objet 
un kit ou coffret de diagnostic, pret a Pemploi, pour 
la mise en oeuvre du procSde* conforme a Pinven- 20 
tion, caractgrise* en ce qu'il comprend outre les 
quantites convenables de nSactifs et tampons adap- 
tes a la mise en oeuvre du precede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide 
(servant d'amorce) capable de s'hybrider avec la 25 
sequence cible de maniere a ce que son extrgmfte* 

3' soit adjacente a la base nucleotidique spedfique 
a detector ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cleotidiques modrftees de maniere a §tre incorpora- 30 
bles dans te produit d'extension de Pamorce tout 

en bloquarrt Peiongation dudit produit d'extension ; 
et 

- des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonucle*ase 3 5. 36 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
kit ou coffret les bases nucieotidiques modifiees 
sort des didesoxynucieotides (ddTTP, ddGTP, 
ddATP, ddCTP). 

Selon un autre mode de realisation avantageux 40 
dudit kit ou coffret, les bases nucteotidiques modi- 
fiees sort marquees de maniere appropriee notam- 
ment par un marqueur cholsi dans te groupe qui 
comprend des substances radioactives. des enzy- 
mes, des produits chimiques chromophores flue- 45 
rescents ou chimloluminescerts et des anti corps 
appropries. 

Selon encore un autre mode de realisation 
avantageux dudit kit ou coffret tl comprend, en 
outre, des reactifs appropries pour le dosage du so 
pyrophosphate. 

Outre les dispositions qui precedent Hnvention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressor- 
tiront de la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise a Paide du 65 
complement de description qui va suivre, qui se 
re fere a des examples de mise en oeuvre du 
precede objet de la presente invention. 



II doit §tre bien entendu. toutefois, que ces 
exemples sort donnes uniquement a titre dMflustra- 
tion de Pobjet de {'invention, dont lis ne constituent 
en aucune maniere une limitation. 



Exemple 1 : diagnostic de la drepanocytose par le 
precede" conforme a l'invention (mesure des did? 
soxynucleotides fluorescents). 

La drepanocytose ou anemia faicifbrme est 
due a une mutation dans Pun des exons du gene fi 
codant pour la chathe & de Phemoglobine (Hb). 
Cette mutation consistant en une substitution d'une 
adenine (A) par une thymine (T), modifie le codon 
GAG. traduit en un acide glutamique (en position 
G) dans PHb normale, en codon GTG, traduit en 
une valine dans I'Hb anormale (HbS). L' ADN qui a 
ete utilise dans cet exemple correspond a une 
sequence d'ADN amplifie simple-brin. 



a) Blocage des amorces d'amplification. 

* meianger dans un tube de microcentrifuga- 
tion, pour chaque ADN matrice : 
- 100 ng d'ADN (simple-brin ampfrfie) 

- 7 ill de tampon Sequenase 5X (= Tris-HCi pH 
7,5, 200 mM ; NaCI, 250 mM ; MgCfe. 100 mM) 

- H2O qsp 22 ul 

* agiter a Paide d'un vortex et centrifuger raplde- 
ment 

* incuber au bain-marie a 95* C pendant 2 minutes. 

* entever vite et placer au bain-marie a 37 'C 
pendant 10 minutes. 

* preparer le tampon de reaction pour un echantil- 
km d'ADN, constitue de : 

- 2,5 Ul DTT 0.1 M 

- 1 ul d'un melange de ddNTP.dilue au 1/400 
(ddTTP ; 112 uM ; ddGTP : 1,12 uM ; ddATP : 
3,38 uM ; ddCTP : 8.96 uM) ; et 

- H2O qsp 6.5 ul 

- Sequenase 1 ul (3 unites) 

* entever les tubes du bain-marie et centrifuger 
rapidement 

■ ejouter te tampon de reaction et meianger, 

* placer au bain-marie a 37* C. pendant 5 minutes, 

* entever les tubes et les placer dans la glace. 

b) Bimtnation des didesoxynucieotides froids en 
exces 

On utilise les systemes de microseparation 
Centricon 3 ou 10 (Amicon) qui, par filtration sur 
membrane acceieree par centrifugation, permettent 
de retenir des especes molecuteires de poids mo- 
leculaire superieur a 3 000 ou 10 000 Daftons (par 



4 



EP 0 412 883 A1 



8 



exempie: un nucleotide correspond a 330 D et un 
oligonucleotide de synthese de 20 meres corres- 
pond a 6 600 D). 

* disposer le volume nSactionnel issu de a) dans un 
"Centricon" 3 ou 10 et diluer si necessaire, 

- centrifuger a moins de 5 000 g en suivant les 
instructions du fabricant, de fagon a recupeYer un 
volume minimal, 

- inverser le systeme "Centricon", 

- centrifuger pour recup§rer le volume reactionnel, 

- ramener le volume obtenu a 12 ul. 



d) Lavage des didesoxynudeotides fluorescents en 
exces: 

• passer les echantiitons sur colonne de Sepha- 
dex G50, 

' recuperer les eluats. 



e) Detection 

La detection se fait pour chaque echantiilon 
apres migration electrophoretique et excitation par 
une source telle qu'un laser. La signal est analyst 
par un fluorometre. 

On obtient les combes a (temoin) et b 
(malade), comme visible sur la figure 1 , qui permet 
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c) Microsequengage (precede* confomie a Finven- 75 
Bon) : 



* Pour chaque tube d'ADN, ajouter aux 12 ul : 
-15 ng ^oligonucleotide 5 CATGGTGCACCT- 
GACTCCTG 3 (OA), correspondant a la sequence 
s'arretant a la base adjacente a la position de la 
mutation 

- 7 ul de Tampon Sequenase 5X tel que dSfini en 
a) chdessus et proceder comme dans a) ; puis 

* preparer fe tampon de reaction constitue pour 
chaque echantiilon de : 

- 2,5 Ul DTT 0,1 M 

- 1 ul d'une dilution au 1/400eme cfun melange de 
ddNTP fluorescents (ddTTP : 112uM ; ddGTP" : 
1,1 2uM ; ddATP : 3,36uM ; ddCTP : 8,96uM). 
Les didesoxynudeotides fluorescents sont vendus 
par Du Pont (GenesisTM 2000 DNA Analysis Sys- 
tem) ; 

- H 2 0 qsp 6,5 ul 

- Sequenase 1 ul (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie, centrifuger rapt- 
dement 

* ajouter le tampon de reaction, meianger, 

* placer au bain-marie a 37* C, pendant 5 mns, 

* enlever les tubes et placer les dans la glace. 
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de detecter au niveau de la position correspondant 
a une eventuelle mutation, (Incorporation d'un 
ddATP en a, pour J'lndMdu sain et pour i'individu 
malade homozygote en b, ('incorporation d'un 
ddTTP. 



Exempie 2 : Microsequengage d'une base sur 
une sequence d'aclde nuctelque ( AON du 



ro bacteriophage M13 mp8). 



a) Matenel de depart 

* AON simple brin de bacteriophage M13mp8 
* Oligonucleotide de synthase dit Primer Universel 
de sequence : 3'TGACCGGCAGCAAAATG5' 
La premiere base incorporee sur Pamorce dans le 
sens 5 ->3' est un G. 



b) Protocole 

Le protocole est Equivalent au protocole de 
detection de mutation ponctueiie a partir de I'etape 
c de I'exemple 1. Les etapes a et b sont inutiles, I 1 
ADN du phage M13 6tant non contamine par des 
oligonucleotides. 

En variante, le protocole est le suivant : 

- 3 ug d f A.D.N. simpte-brin M13 

- 15 ng d'oligonucleotide primer universel 

- 7 ul de Tampon 5X Sequenase 

- H 2 0 qsp 22 ul 

La detection revele ('incorporation sur le primer 
cPun dideoxy GTP, ce qui correspond au nSsultat 
attendu, comme visible sur la figure 2, qui montre 
les resuftats obtenus avec deux dilutions difMren- 
tes des ddNTP (1/200 (a) et 1/400eme (b)). 

AInsi que cela ressort de ce qui precede, Pin- 
ventlon ne se limits nullement a ceux de ses 
modes de mlses en oeuvres, de realisation et d'ap- 
pficafion qui viennent d'§tre decrits de facon plus 
expficite ; elle en embrasse au contra! re toutes les 
varfantes qui peuvent venir a I'esprft du technicien 
en la matiere, sans s , ecarter du cadre, ni de la 
portee de la presente invention. 



Revendications 

1") Proceed de detection et/ou ^identification 
d'une base nucleotidique spe'eifique presente sur 
une sequence d'aclde nuegfque, caracterise en ce 
que: 

(1) on hybrids la sequence sur laqueUe se trou- 
ve la base a Identifier avec un nucleotide de 
longueur suffisante pour permettre une hybrida- 
tion correcte, quelle que sort la temperature de 
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reaction, (edit nucleotide s'hybrldant avec la se- 
quence cible, de maniere a ce que son extnimi- 
te 3 sort adjacente a la base nucteotidique 
spectfique a detecter et/ou a identifier ; 

(2) on debute la synthase du brin complements s 
re de rhybride obtenu en (1), - ledit nucleotide 
servant d'amorce en presence : 

- rfune polymerase sans action exonuciease 
3 Vet 

- d'au molns une base nucleotidlque moolfiee, to 
de maniere a etre incorporabie dans le produit 
d'extension de I'amorce, iadtte incorporation bio- 
quant reiongation dudit produit d'extension ; 

(3) on d£tecte la base nucieotidique bloquante 
incorpcree par tout moyen approprie\ ladite de- 15 
tection permettant d'identifier la base nucleotidl- 
que specifique compiementaire presente sur la 

^ sequence cible a analyser. 
2*) Precede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que les bases nucieotidiques btoquantes 20 
sont des cfidesoxynucieotides. 
3 ) Procede selon la revencication 1 ou la revendi- 
cation 2, caracterise en ce que lesdites bases 
nucieotidiques bioquantes sont marquees de ma- 
niere appropriee, notamment a I'aide d'un mar- 25 
queur choisi dans le groupe qui comprend des 
substances radioactrves, des enzymes, des pro- 
duits chimiques chromophores rluorescents ou chi- 
mioluminescents et des anti corps appropri4s. 
4*) Precede selon la revendication 3. caracterise 30 
en ce que le marqueur est identique ou different 
pour chacune des bases nucieotidiques bioquan- 
tes. 

5 ) Precede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que lorsque les quatre bases bioquantes 35 
sont marquees a I'aide de marqueurs drfferents, la 
detection des quatre nucleotides bloquants est 
ayantageusement simurtanee. 
6*) Precede selon I'une queiconque des revendi- 
cations 1 a 4, caracterise en ce que lorsque les 40 
quatre bases bioquantes sont marquees de manie- 
re identique ou bien lorsqu'elles ne sont pas mar- 
quees, la detection des quatre nucleotides blo- 
quants est reaBsee successfvement et/ou separe- 
ment 

7*) Precede selon la revendication 8, caracterise 
en ce qu'on dose, de maniere appropriee, le pyro- 
phosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, lecfit dosage de pyrophosphate permettant de 
determiner pour laquelie des bases une reaction de so 
polymerisation s'est produite. 
8*) Precede selon la revendication 8, caracterise 
en ce qu'on detecte chaque base nucJeotialque 
bkx^jante marquee. 

9*) Kft ou coffret de diagnostic pr§t a remploi, 55 
pour ta mise en oeuvre du precede selon Tune 
queiconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce quH comprend outre res quantites convena- 
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bies de reactifs et tampons adapts a la mise en 
oeuvre du procede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide, ser- 
vant d'amorce, capable de s'hybrlder avec la se- 
quence cible de maniere a ce que son extr6mH6 3' 
sort adjacente a la base nucieotidique specifique a 
detecter; 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cieotidiques moditiees, de maniere a §tre incorpo- 
rables dans le produit d'extension de I'amorce tout 
en bloquant reiongation dudit produit d'extension ; 
et 

- des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuciease 3 5'. 

10*) Kit ou coffret selon la revendication 9, carac- 
terise en ce que les bases nucieotidiques modi- 
tiees sont des didesoxynucieotides. 
11* ) Kit ou coffret selon la revendication 9 ou la 
revendication 10, caracterise en ce que les bases 
nucieotidiques modhiees sont marquees de manie- 
re appropriee, notamment a I'aide d'un marqueur 
choisi dans le groupe qui comprend des substan- 
ces radioactives, des enzymes, des produits chimi- 
ques chromophores fluorescents ou chimiolumines- 
cents et des anticorps appropries. 
12 ) Kit ou coffret selon I'une queiconque des 
revendications 9 a 11, caracterise en ce qu'il com- 
prend, en outre, des reactifs appropries pour le 
dosage du pyrophosphate. 
13*) Application du precede selon I'une queicon- 
que des revendications 1 a 8, a la detection de la 
presence de sequences d'acides nucieiques partj- 
culieres associees a des maladies, telles que mala- 
dies genetiques ou maladies cance reuses, a des 
infections, ou propres a permettre I'identification 
dlnd'rvidus humains, animaux ou vegetaux. 
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